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The present inventicm relates to a me^Kxl for detecting a nucleotide sequence in a nucleic acid molecule by means of predetermined 
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(57) Zusammenfassung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum N»^weis einer Nucleotidsequenz in einem Nucleinsfimemolekal vermittels 
voibestimmter Scmden unterschiedlicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie. Voiteilhafter- 
weise eriaubt das eriindungsgemaBe Vofahren die gleichzeitige Charakterisi^ng einer Vielzahl unbekannter NucleinsfluiemolekQle duich 
einen Satz verschiedener Sonden. Weiterhin betrifit diese Erfindung einen Kit, der die Scnden und/oder einen Probentrflger, gegebenenfalls 
mit daran gebundenen NucleinsHuremolekQlen, enthait 
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5 Verfahren zur Identiftkation von Nucleinsauren 

durch Matrix-assistierte Laser Desoiptions/lonisations 
Massenspektrometrie 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Nucleo- 
10 tidsequenz in einem Nudeinsduremolekul vermittels vorbestimmter Sonden 
unterschiedlicher Masse durch Matrix-assistierte Laser Desorpti- 
ons/lonisations Massenspektrometrie. Vorteilhaftenveise erlaubt das erfin- 
dungsgemafie Verfahren die gleichzeitige Charakterisierung einer Vielzahl 
unbekannter Nucleinsauremolekule durch einen Satz verschiedener Sonden. 
IS . Weiterhin betrifft diese Erfindung einen Kit, der die Sonden und/oder einen 
Probentrager, gegebenenfalls mit daran gebundenen Nucleinsauremoleku- 
len, enthalt. 

Die genaue Charakterisierung von Nucleinsauren ist sehr aufwendig und 
20 teuer. Unbekannte DNA kann charakterisiert werden, indem sie sequenziert 
wird. Dies ist die prdziseste Art, DNA zu analysieren. Jedoch ist die Sequen- 
zierung von DNA sehr aufwendig und nur dann notwendig, wenn die gesamte 
Sequenz von Interesse ist. Nur sehr kurze DNA-Ausschnitte (<1000 Nucleo- 
basen) konnen in einem Arbeitsgang sequenziert werden. Wenn DNA Frag- 
25 mente, die groQer als diese 1000 Nucleobasen lang sind, in groQerem Um- 
fang analysiert werden sollen, ist es notwehdig die DNA zu unterteilen, was 
die Methode verteuert. 

Vieie Aussagen lessen sich jedoch bereits mit geringerer Aufldsung machen. 

30 Die derzeit beschriebenen Verfahren leiden jedoch darunter, dad unter Urn- 
standen Radioaktivitat verwendet werden muB, und nur eine einzige Sonde in 
einer Analyse verwendet werden kann. Ein solches Verfahren aus dem Stand 
der Technik beinhaltet zum Beispiel, partielle Information uber einen Array 
von verschiedenen Ziel-DNAs zu suchen. Ein Array mit vielen tausend Ziel- 

35 DNAs kann auf einer Festphase immobilisiert und anschlieUend konnen alle 
Ziel-DNAs gemeinsam auf das Vorhandensein einer Sequenz mittels einer 
Sonde (Nucleinsaure mit komplementarer Sequenz) untersucht werden. Ei- 
ne Ubereinstimmung in der Ziel-DNA mit der Sonde kann durch 
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eine Hybridisation der beiden Nucleinsauren nachgewiesen warden. Sonden 
kfinnen beliebige NucI insauresequenzen unterschiedlicher Lange sein. Es 
existieren verschiedene Verfahren fur die Auswahl von optimalen Bibliothe- 
ken von Sondensequenzen, welche minimal miteinander uberlappen.^' ^ Son- 

5 densequenzen kSnnen auch gezielt zusammengestellt warden, um bestimmte 
Ziel-DNA Sequenzen aufeufinden. Oligofingerprinting ist ein Ansatz. bei wel- 
chem diese Technologie zum Einsatz kommt. Eine Bibliothek von Ziel-DNAs 
wird mit kurzen Nucleinsauresonden abgetastet. Meist sind hier die Sonden 
nur 8-12 Basen lang. Es wird jeweils eine Sonde auf einmal an eine auf einer 

10 Nylonmembran immobilisierte Ziel-DNA-Bibliothek hybridisiert. Die Sonde ist 
radioaktiv markiert und die Hybridisierung wird anhand der Lokalisierung der 
Radioaktivitat beurteilt. Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-An^ys 
sind auch berelts fluoreszent markierte Sonden verwendet worden.* Ein Shn- 
liches Verfahren wird verwendet, um Sequenzierung von DNA zu multiple- 

15 xen.**^ Verschiedene Vektorsysteme werden zur Klonierung von Zielsequen- 
zen eingesetzL Jeweils ein Klon von jedem Klonierungsvektor wird gepoolt. 
die Sequenzierungsreaktion durchgefuhrt, die Fragmente auf einem Gel auf- 
getrennt und das Gel auf eine Nylonmembran geblottet. An die immobilisierte 
DNA werden anschlieBend die unterschiedlichen Sequenzen des Klonie- 

20 rungssystems hybridisiert, so dad man die zum jeweiligen Klonierungssystem 
gehorende Sequenz erhalt. Hier kann die Abtastung des Klonierungssy stems 
auch mitteis einer massenspektrometrisch detektierbaren Sonde erfolgen. 

Als Sonden kommen jegliche Molekule in Frage, die sequenzspezifisch mit 
25 einer Ziel-DNA wechseiwirken konnen. Am gangigsten sind Oligodeoxyribo- 
nucleotide. Fur diesen Zweck bietet sich jedoch jede Modifikation von 
Nucleinsauren an. z.B. peptide Nucleic Acids (PNA).^-^° Phosphorothioatoli- 
gonucleotide Oder Methylphosphonatoligonucleotide. Die Spezifitat einer 
Sonde ist sehr wesentlich. Phosphorothioatoligonucleotide sind nicht beson- 
30 ders bevorzugt. da ihre Struktur durch die Schwefelatome yerandert wird, 
was einen negativen EinfluB auf die Hybridisierungseigenschaften hat. Dies 
kann daher stammen. da(J Phosphorothioatoligonucleotide nonmalerweise 
nicht diastereomerenrein synthetisiert werden. Bei Methylphosphonatoligo- 
nucleotiden bestand in der Vergangenheit ein ahnliches Reinheitsproblem, 
35 jedoch werden diese Oligonucleotide vennehrt diastereomerenrein syntheti- 
siert. Ein wesentlicher Unterschied zwischen Methylphosphdnatoligonucleoti- 
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den und Phosphorothioatoligonucleotiden ist das bei ersteren ungeladene 
Ruckgrat, welches zu iner verminderten Abhangigkeit der Hybridisation von 
Puffersalzen und insgesamt durch die geringere Abstottung zu hSherer Affi- 
nltat fiihrt. Peptide Nucleic Acids haben ebenfalls ein ungeladenes RQckgrat. 

5 welches gleichzeitig chemisch sehr stark von der gangigen Zucker-Phosphat 
Struktur des Ruckgrats in Nucleinsauren abweicht. Das Ruckgrat einer PNA 
weist eine Amidsequenz anstelle des Zucker-Phosphat Ruckgrats gewohnli- 
cher DNA auf. PNA hybridisiert sehr gut mit DNA komplementarer Sequenz. 
Die Schmelztemperatur eines PNA/DNA-Hybrids ist hoher als die des ent- 

10 sprechenden DNA/DNA-Hybrids und wiedemm ist die Abhangigkeit der Hy- 
bridisierung von Puffersalzen relativ gering. 

Matrix-assistierte Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie 
(MALDI) ist eine neue, sehr leistungsfahige Methode fur die Analyse von 
15 BiomolekQIen." Ein Analytmolekul wird in eine lichtabsorbierende Matrix ein- 
gebettet. Durch einen kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und der 
Analyt so unfragmentiert in die Gasphase befSrdert. Durch StoBe mit Matrix- 
molekulen wird die lonisation des Analyts erreidnt. Eine angelegte Spannung 
beschleunigt die Ipnen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiede- 
20 nen Massen wenden Iqnen unterschiedlich stark beschleunigt. Weinere lonen 
en^ichen den Detektor fruher als groBere. Die Flugzeit wird in die Masse der 
lonen umgerechnet. Technische Neuerungen der Hardware haben die Me- 
thode signifikant vertsesseri: Erwahnenswert ist delayed extraction (DE)." Fur 
DE wird die Beschleunigungsspannung mit einer Verzogerung zum Laserpuls 
25 eingeschaltet und dadurch eine vertaesserte Aufldsung der Signale ereicht, 
well die Zahl der SloBe ven-ingert wird. MALDI eignet sich ausgezeichnet zur 
Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von NucleinsSuren ist 
schwieriger." Fur Nucleinsauren ist die Empfindlichkeit etwa lOOmal 
schlechter als fur Peptide und nimmt mit zunehmender FragmentgroBe uber- 
30 proportional ab. Dep Grund dafur liegt darin. daB fur die lonisation von Pepti- 
den und Proteinen lediglich ein einziges Proton eingefangen werden muB. 
Fur Nucleinsauren. die ein vielfach negativ gel.adenes Ruckgrat haben. ist 
der lonisationsprozeB durch die Matrix wesentlich ineffizienter. Fur MALDI 
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spielt die Wahl der Matrix eine eminent wichtige Rolle. Fur die Desorption 
von Peptiden sind einige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die 
eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fur DNA sind zwar mittlerweile einige 
ansprechende Matrices gefunden worden. jedoch wurde dadurch der Emp- 

5 findlichkeitsunterschied nicht veningert. Der Empfindlichkeitsunterschied 
kann-verringert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dali sie 
einem Peptid ahnlicher wird. Phosphorothioatnucleinsauren. bei denen die 
gewohnlichen Phosphate des Ruckgrats durch Thiophosphate substituiert 
sind, lassen sich durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale 

10 DNA umwandeln/"* Die Kopp lung eines "charge tags" an diese modifizierte 
DNA resultiert in der Steigerung der Empfindlichkeit in den gleichen Bereich 
- wie- er fur Peptide gefunden wird.^^*^® Durch diese Modifikationen hat sich 
auch die Moglichkejt eroffnet, ahnliche Matrices wie sie fur die Desorption 
von Peptiden venyendet werden zu benutzen. Ein weiterer Vorteil von charge 

15 tagging ist die erhohte Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen. die 
den Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. PNAs und Methyl- 
phosphonatoligonucleotide sind mit MALDI untersucht worden und lassen 
sich so analysieren.^^*^®',^® 

20 Kombinatorische Syntbesen.^ d.h. die Herstellung von Substanzbibliotheken 
ausgehend von einem Gemisch von Vorstufen, werden sowohl auf fester ais 
auch in flussiger Phase durchgefuhrt. Vor allem die kombinatorische Fest- 
phasensynthese hat sich fruhzeitig etabliert, da in .diesem Fall die Abtren- 
nung von Nebenproduklen besonders einfach ist. Nur die an den TrSger 

25 (Support) gebundenen Zielverbindungen werden in einem Waschschritt zu- 
ruckbehalten und am Ende der Synthese durch das gezielte Spalten eines 
Linkers isoliert. Diese Technik eriaubt auf einfachem Wege die gleichzeitige 
Synthese einer Vielzahl verschiedener Verbindungen an einer Festphase und 
somit den Erhalt von chemisch "reinen" Substanzbibliotheken.^^*^^*^^ Daher 

30 sind die Verbindungsklassen. die auch in nicht kombinatorischen, konventio- 
nellen Synthesen auf einer Festphase synthetisiert werden, der kombinatori- 
schen Chemie besonders leicht zuganglich und werden demzufolge auch 
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breit v rwendet. Dies triffl vor allem auf Peptid-, Nucleinsaure- und PNA- 
Bibliotheken zu. 

Die Synthese von Peptiden erfolgt durch Binden der ersten N-geschutzten 
5 Aminosaure (z.B. Boc) an den Support, nachfolgende Entschutzung und Re- 
aktion der zweiten Aminosaure mit der freigewordenen NH2-Gruppe der er- 
sten. Nicht reagierte Aminofunktionen werden in einem weiteren "Capping" 
Schritt einer Weiterreaktion im nachsten Synthesezyklus entzogen. Die 
Schutzgruppe an der Aminofunktion der zweiten Aminosaure wird entfemt 
10 und der nachste Baustein kann gekoppelt werden. Zur Synthese von Peptid- 
bibliotheken wird ein Gemisch von Aminosauren in einem pder mehreren 
Schritten venvendet. Die Synthese von PNA und PNA-Bibliotheken erfolgt 
sinngemafi. 

15 Nucleinsaure-Bibliotheken werden meist durch Festphasensynthese mit Ge- 
mischen verschiedener Phosphpramidit-Nucleoside erhalten. Dies kann auf 
kommerziell erhaitlichen - DNA-Synthesizern ohne Verandemngen in den 
Syntheseprotokollen durchgefuhrt werden. Daruber hinaus sind verschiedene 
Arbeiten zur kombinatorischen Synthese von PNA Bibliotheken publiziert 

20 worden.^^*^^ Diese Arbeiten behandein den Aufbau von kombinatorischen Se- 
quenzen, d.h. die Synthese von PNAs in denen einzelne, spezifische Basen 
in der Sequenz durch degenerierte Basen ersetzt werden und dadurch zufal- 
lige Sequenzvarianz erreicht wird. Auch die Verwendung massenspektrpme- 
trischer Methoden fOr die Analyse kombinatorischer Bibliotheken ist mehrfach 

25 beschriebenwordea^®-^-^"-^ 

Es existieren verschiedene .Verfahren, urn DNA .zu immqbilisieren. Das be- 
kannteste Verfahren ist die Festbindung einer DNA, welche mit Biotin funk- 
tipnaiisiert ist. an.eine.Streptavidin-beschichtete Oberflache.^ Die Bindungs- 
30 Starke dieses Systems entspricht einer kovalenten chemischen Bindung, oh- 
ne eine zu sein. Um.eine Ziel-DNA kovalent an eine chemisch vorbereitete 
Oberflache binden zu konnen, bedarf es einer entsprechenden Funktionalitat 
der Ziel-DNA. DNA selbst besitzt keine Funktionalisierung.. die dazu geeignet 
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ist. Es gibt verschiedene Varianten. in eine Ziel-DNA eine geeignete Funktio- 
nalisiemng einzufuhren: Zwei leicht zu handhab nde Funktionalisi mngen 
sind primare. aliphatische Amine und Thiole. Solche Amine werden quantita- 
tiv mit N-Hydroxy-succinimidestem umgesetzt. Thiole reagleren unter geelg- 
5 neten Bedingungen quantitativ mit Alkyliodiden. Eine Schwierigkeit besteht 
im Einfuhren einer solchen Funktionalisiemng in eine DNA. Die einfachste 
Variante ist die Einfuhmng durch einen Primer einer PGR. Gezeigte Varian- 
' ten benCitzen 5'-modifizierte Primer (NH2 und SH) und einen bifunktionalen 
Unker.^*'-^ 

10 

Bei der Immobilisierung auf einer Oberflache ist vor ailem ilire Beschaffenheit 
von -wesentlicher Bedeutung. Bis jetzt beschriebene Systeme sind haupt- 
sachlich aus Slllzium.oder Metall (magnetic beads). Eine weitere Methode zur 
Bindung einer Ziel-DNA basiert darauf, eine kurze Erkennungssequenz (z.B. 
15 20 Basen) in der Ziel-DNA zur Hybridisierung an ein oberfI§chenimmobili- 
siertes Oligonucleotid zu venwenden.'* Es sind auch enzymatische Varianten 
zur Einfuhrung von chemisch aktivierten Posltionen in eine Ziel-DNA be- 
schrieben vwsrden * Hier wird an einer Ziel-DNA enzymatlsch eine S'-NH^ 
Funktionalisierung durchgefuhrt. 

20 

Wie vorstehend beschrieben. sind im Stand der Technik eine Reihe von 
Verfahren bekannt, die vor allem auf eine genaue Analyse von Nucleinsauren 
ausgerichtet sind. Diese Verfahren sind in der Regel entweder sehr arbelts- 
aufwendig und/oder kostenintensiv. 

25 

Das der vorliegenden Erfindung zugmndeliegende technische Problem war 
somit. ein schnelles und kosteneffizientes Verfahren zur Identifikation von 
Ziel-Nucleinsauren bereitzustellen. 

30 Dieses technische Problem wird durch die Bereitstellung der in den Patent- 
anspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer 
Nucleotidsequenz in einem Nucleinsauremolekul, das die folgenden Schritle 
umfaBt: 

(a) Hybridisierung von Nucleinsauremolekulen mit einem Satz von Sonden 
5 unterschiedllcher Nucleobasensequenzen. wobei jede Sonde eine von 

alien anderen Sonden verschiedene Masse aufweist; 

(b) Abtrennung der nicht hybridisierten Sonden; 

(c) Kontaktiemng der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, welche die 
Desorption der Sonden durch einen Laserstrahl unterstutzt; 

10 (d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden auf 
einem aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Probentrager in 
einem Massenspektrometen und 
(e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule. welche die Sequenz aufweisen. 
wobei die Positionen der Sonden auf dem Probentrager eine Zuordnung zu 
15 dem damit hybridisierenden Nucleinsauremolekul eriaubt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kombiniert in vorteilhafter Weise Verfah- 
ren, Arrays von Ziel-Nudeinsauren zu analysieren (Oligofingerprinting), so- 
wie die massenspektrometrische Analyse von Nuclelnsauren und modifizier- 

20 ten Nucleinsauren. Dabei wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Sonden 
eingesetzt, die den Nachweis von einer Oder mehreren Nucleotidsequenz(en) 
in einem Nucleinsauremolekul eriauben. Eine Kombination dieser beiden 
Methoden konnte bisher nicht durchgefuhrt werden. weil die Massenunter- 
scheidbariceit der Sonden keine eindeutigen Ruckschlusse auf die Sequenz 

25 zulieli und die Empfindlichkeit der massenspektrometrischen Analyse von 
Nucleinsauren nicht an die Probenmengen eines Oligofingerprinting- 
Experimentes angepalit war. Voraussetzung dafur, dali eine bestimmte Se- 
quenz nachgewiesen werden kann, ist. dali im Verfahren Sonden eingesetzt 
werden. die eine Hybridisiemng mit der Zielsequenz eriauben, Die Bestim- 

30 mung der Nucleinsauremolekule erfolgt dabei uber den Nachweis der Hybri- 
disierung mit einer der Sonden. 
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Dem Fachmann ist klar, dali eine gesuchte Nucleotidsequenz mit Hybridisie- 
njngsverfahren nicht immer absolut ermittelt warden kann, da auch unter 
stringenten Hybridisierungsbedingungen trotz sogenannter "Mismatches" 
unter Umstanden eine Hybridisierung einer Sonde stattfinden kann (z.B. ab 

5 einer bestimmten Mindestlange einer Sonde oder bei (einer) Positionie- 
rung(en) des/der Mismatches, die bei der Hybridisierung tolerierbar ist/sind). 
Bei einer vorgegebenen Nucleotidsequenz einer Sonde kann eine Kompie- 
mentarsequenz im NucleinsauremolekOI somit in einem Teil der Ausfuh- 
rungsformen nur mit einer gewissen N§herung ermittelt werden, da neben 

10 exakten KomplementSrsequenzen unter Umstanden auch solche ermittelt 
werden kfinnen, die in ihrer Sequenz nicht exakt komplementar sind. Insofem 
umfeQt die Nucleotidsequenz auch homologe Nucleotidsequenzen. die vor- 
zugsweise einen Homologiegrad von mehr als 90 %, besonders bevorzugt 
von mehr als 95 % aufweisen. Alle diese vorstehenden Ausfuhrungsformen 

1 5 sind von der vorliegenden Erfindung umf aBt. 

Je nach Wahl der Hybridisierungsbedingungen kann das erfindungsgemalie 
Verfahren ven^^endet werden. urn entweder spezifische Nucleotidsequenzen 
Oder Gruppen von Nucleotidsequenzen nachzuweisen. die sich durch eine 

20 ahnliche Sequenz auszeichnen. Werden Z;B. stringente Hybridisiemngsbe- 
dingungen gewShlt, so sind die verwendeten Sonden nur in der Lage, an die 
Nucleotidsequenzen zu hybridisieren, die exakt komplementar zu ihren 
Nudeobasensequenzen sind. Werden hingegen nicht stringente Hybridisie- 
rungsbedingungen gewahlt. so kann man mit den eingesetzten Sonden alle 

25 Nucleotidsequenzen nachweisen. die von den Nudeobasensequenzen der 
Sonden derart abweichen, daft sie unter den gewahlten Bedingungen eine 
Hybridisierung noch eriauben. Auf diese Art und Weise kann das erfindungs- 
gemaBe Verfahren also, auch verwendet werden, um Homologe. Varianten 
Oder Allele einer bestimmten Sequenz nachzuweisen. Dem Fachmann ist be- 

30 kannt; was unter stringenten bzw. nicht stringenten Hybridisierungsbedin- 
gungen zu verstehen ist; vgl. z. B. Sambrook et al., "Molecular Cloning. A La- 
boratory Manual" CSH Press. Cold Spring Harbor. 2nd ed. 1989. Hemes und 
Higgins (Hrsg.) "Nucleic Add Hybridization. A Practical Approach". IRL 
Press. Oxford 1985. Stringente Hybridisierungsbedingungen sind, zum Bei- 

35 spiel, Hybridisierung in 6 x SSC. 5 x Denhardfs Reagens. 0.5 % SDS und 
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100 ng/ml denaturierter DNA bei 65 X und Waschen in 0.1 x SSC. 0.1 % 
SDS bei 65 **C. Nicht-stringente Hybridisiemngsbedingungen unterscheiden 
sich von den obengenannten Bedinungen insofem. als beispielsweise die 
Hybridisiemng und/oder das Waschen bei einer niedrigeren Temperatur 
5 durchgefuhrt werden. z.Bv bei 50 ^'C oder 55 ''C und/oder die Menge von SSC 
auf 2.8. 1 X Oder 2 x SSC angehoben wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt auch den Nachv\^eis mehrerer un- 
terschiedlicher Sequenzen in einer Ziel-DNA, wobei die unterschiedlichen 
10 Sequenzen komplementar zu verschiedenen Sonden sind. Gunstigstenfalls. 
z. B. bej Verwendung von Sonden mit uberlappenden Sequenzen, laiit sich 
so die gesamte Nucleotidsequenz einer Ziel-Nucleinsaure nachweisen oder 
aufklaren. . ^ 

15 Mit dem erfindungsgemSBen Verfahren laBt sich zunachst bestimmen, ob auf 
dem Probentrager eine Probe aufgetragen war. die eine mit einer Sonde un- 
ter den gewahlten Bedingungen hybridisierbare Sequenz aufweist Sofem 
dies der Fall ist, kann die Proben-Nucleinsaure waiter analysiert und cha- 
rakterislert werden. Da fur das erfindungsgemaBe Verfahren ublicherweise 

20 nur ein Bruchteil einer Probe fur die erfindungsgemaBe Analyse eingesetzt 
werden muB. kann die nicht eingesetzte Nucleinsaure mit Standardverfahren, 
z. B. Sequenzierungsverfahren. weiter untersucht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch. parallel oder sukzessive, 
25 mehmials durchgefuhrt werden. wobei die Hybridisiemngsbedingungen vari- 
iert werden. So kann man beispielsweise in einem Ziel-DNA-An^ay zunachst 
feststellen. wie viele und welche Ziel-DNAs einen bestimmten Homologiegrad 
aufweisen. bevor nach spezffischen Sequenzen gesucht wird. 

30 Die Zuordnung der an einer bestimmten Position auf dem Probentrager hy- 
bridisierten Sonde zur immobilisierten Probe erfolgt vorzugsweise mittels ei- 
nes Datenverarbeitungssystems. das das jeweilige aufgenommene Spektrum 
auf einer Position des . Probentragers einer auf derselben Position ange- 
brachten Ziel-DNA zuordnet. Vorzugsweise sind die Ziei-Nucleinsauren auf 

35 der Oberflache bzw. auf dem Proteintrager in einer bestimmten Ordnung an- 
geordnet. 
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Wie vorstehend erwahnt. besteht der Probentrager aus ejnem elektrisch leit- 
fShigem Material. Dies schlieBt auch die Oberflache des ProbentrSgers ein, 
auf dem die hybridisierten und von der IVIatrix umgebenen Sonden aufsitzen. 
Die Oberflache kann sich dabei stofflich vom Probentrager unterscheiden. 

5 

Die Oberflache. an der die Sonden fur die Massenspektrometrie direkt oder 
indirekt immobilisiert sein mussen, muR so beschaffen sein, daB sie als Pro- 
bentrager fur ein Massenspektrometer fungieren kann (Figur 2). Dies bedeu- 
tet. dali sie aus einem elektrisch leitfahigen Material bestehen muB. da, um 
10 eine stabile Beschleunigung der ionisierten Sondenmolekule zu erreichen, 
eine definierte Spannung angelegt werden muB. Eine nichtleitende Oberfla- 
che wurde zu einer elektrostatischen Aufladung fuhren, wodurch wegen der 
Spannungsabweichung eine Massenverschiebung beobachtet und eine Mas- 
senzuordnung unmdglich gemacht wQrde. 

15 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der voriiegenderi Erfindung sind nachste- 
hend beschrieben und konnen aiich den Beispielen entnommen werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
20 werden die NucleinsapremolekQIe vor oder nach Schritt (a) auf die Oberfla- 
che eines TrSgers ubertragen. Als Trager eignen sich dazu z.B. "magnetic 
beads", Kunststoffbeads. oder Glasbeads. die beispielsweise mit Streptavidin 
Oder mit Aminogmppen. SH-Gruppen oder Epoxygruppen funktionalisiert 
sind. 

25 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei der 
Oberflache des Trigers um die Oberflache des aus elektrisch leitfahigem 
Material bestehenden Probentragers. Diese Ausfuhaingsform eriaubt eine 
relativ unkomplizierte Durchfuhmng des Verfahrens, da die Nucleinsaure- 
30 molekule nach erfolgte!;..Hybridisierung nicht mehr auf den Probentrager 
transferiert werden mussen. 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhmhgsform des erfindungs- 
gemaRen Verfahrens wird vor Schritt (c) der Trager mit den an seiner Ober- 
fiache aufgebrachten Nucleinsauremolekulen. die die hybridisierten Sonden 
tragen, auf den aus eleklrisch leitfahigem Material bestehenden Probentrager 
5 aufgebracht. Die Anhettung kann z.B. durch die Matrix seibst oder durch Zu- 
gabe von Nitrozellulose zur Matrix bewirkt werden. 

In einer ebenfalls besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die hy- 
bridisierten Sonden vor dem. nach dem oder durch den Kontakt mit der Matrix 

10 in Schritt (c) von den immobilisierten Nucieinsauremolekulen abgelost und 
auf den aus leitfahigem Material bestehenden Probentrager aufgebracht. In 
dieser Ausfuhrungsform werden die Komplexe aus hybridisierten Nucleinsau- 
remolekulen und Sonden denaturiert. und nur die Sonden auf den Probentra- 
ger aufgebracht. Eine Denaturierung kann durch bekannte Methoden wie z.B. 

15 alkalische Oder Hitze-Denaturierung bewirkt werden oder auch durch die sau- 
re Matrixtdsung seibst. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsfonm besitzt der Probentrager ent- 
weder eine metallische. mit Glas beschichtete oder chemisch modifizierte 
20 Oberfiache, die ein Festbinden der Ziel-DNA eriaubt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens erfolgt die Immobilisierung der Nucleinsauremolekule an der Pro- 
bentrageroberflache uber eine NHj- Epoxy- oder SH-Funktion, vermittels der 
25 Beschichtung der Probentrageroberflache mit einem Silikat oder Silan, uber 
eine Protein-Substrat-, Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure- 
Interaktion. oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponen- 
ten. 

30 Wird der Probentrager z.B. mit Gold beschichtet, kann eine Kopplung der 
Ziel-DNA durch wahrend der molekularbiologischen Aufbereitung der Ziel- 
DNA eingefuhrte SH- oder NHa-Funktionen erfolgen. Auch die umgekehrte 
Moglichkeit. entsprechend modifizierte DNA an funktionalisierte Goldpartikel 
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2U binden. besteht. Die Firma Nanoprobes Inc., Stony Brook. NY, bietet bei- 
spielsweise mit Streptavidin oder mit Aminofunktionen verknupfte Gold- 
Nanopartikel kommerziell an. Wie bereits en^^ahnt, besteht eine weitere M6g- 
lichkeit darin. die metallische Probentrageroberflache mit Glas zu beschich- 

5 ten. Durch eine Aminofunktionalisierung kann anschlieBend eine Kopplung 
der Ziel-DNA, welche Ciber eine SH-Funktionalisieoing an einen bifunktiona- 
len Linker {z.B. SIAB, Pierce Chemical. Rockford, IL. USA) gebunden ist. an 
die Glasoberfiache erreicht werden. Eine weitere Variante ist die unmittelbare 
Beschichtung der Metalloberflache mit Trimethoxy-3-aminopropyisilan. An die 

10 Aminofunktion kann anschlieBend eine Ziel-DNA. wie oben uber einen bi- 
funktionalen Linker, gekoppelt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei die Protein- 
Substrat-lnteraktion eine Biotin-Streptavidin- Oder eine Antikorper-Antigen- 

15 Bindung. MALDl-Prpbentrager sind ubiichenweise aus Metall (z, B. Eisen), an 
das sich ohne weitere Modifikation weder Proteine noch DNA-Molekule im- 
mobilisleren lassen. Eine,M6glichkeit der Immobilisierung ist, die Eisenober- 
fiache mit Gold zu beschichten, da sich z. B. SH-Funktionen daran binden 
lassen. Fur die Kopplung bieten sich dann bifunktionale Linker an, die eine 

20 SH-Funktion und eine weitere Funktion besitzen, die an die Funktionalisie- 
rung der Ziel-DNA angepafit ist. Ist z. B. die Ziel-DNA biotinfunktionalisiert, 
sollte der Linker mit Streptavidin gekoppelt werden konnen. Ist die Ziel-DNA 
NH2-funklionalisiert, dann. kann der Linker mit einer N- 
hydroxysuccinimidylester-Funktion versehen sein. 

25 - 

In einer weiteren t)esonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Protein- 
Nucleinsaure-lnteraktion eine Bindung der Nucleinsaure an Gene32. ein 
Protein, welches sequenzunspezifisch einzelstrangige DNA bindet. 

30 In einer ebenfails bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien 
Verfahrens sind die verwendeten Sonden Nucleinsauren. die mit einem Mas- 
sen-Tag versehen sind. Gemafi dieser Ausfuhrungsform konnen die Sonden 
auch mit mehreren Tags versehen sein, die an unterschiedljchen Positionen. 
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z. B. am 5' und 3' Ende lokaiisiert sind. Durch Kombination der Anzahl und 
Lokalisieaing von Massen-Tags. gegebenenfalls in Kombination mit La- 
dungs-Tags. laBt sich die Versalitat und Empfindlichkeit des erfindungsge- 
mdQen Verfahrens deutlich erh6hen. 

5 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsfomi slnd die Massen-Tags zu- 
glelch Ladungs-Tags, wahrend in eiher weiteren besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsfomi die Nucleinsauren zusatzlich mit einem Ladungs-Tag 
("Charge-Tag") versehen sind. 

10 

"Charge tagging kann entsprechend der Methode von Gut et al. durchgefuhrt 
werden/'" Ein aminofunktionalisiertes Substrat (1 mM) wird in Trimethyia- 
mln/COz-Puffer (pH = .8.5. 200 mM) auf Eis bei 0 »C mit 1% co- 
Trimethylammoniumhexans§ure-N-hydroxy-succinimidylester (CT) versetzt. 
15 Nach 30 MInuten werden der fluchtige Puffer und das Losungsmittel im Va- 
kuum abgezogen. Das aminofunktionalisierte Substrat kann z.B. eine kombi- 
natorisch hergestellte BIbliothek von massenverschiedenen Sonden seln. 
Durch die Variation der Lange und Funktionalisierung des CT lessen sich die 
Massen der Substratbibliothek um einen definierten Betrag verschieben (Fig. 
20 3). Da in der kombinatorischen Synthase 2.B. eine Sondenbibliothek von 64 
massenverschiedenen Sonden (Fig. 4), die sich uber einen Massenbereich 
von 200 Da erstrecken, hergestellt werden. erhShen die Massen/charge tags 
jeweils in Einheiten von 200 Da die Masse. d.h. der erste komblnatorische 
Syntheseansatz wird mit dem kleinstmoglichen charge tag hergestellt, der 
25 zweite mit einem Massen/charge (Ladungs-) tag. das 200 Da schwerer ist. 
der dritte mit einem Massen/charge tag das weitere 200 Da schwerer ist usw. 
Theoretisch kann der Bereich beiiebig ausgeweitet werden, solange das an- 
gewendete Massenspektrometer in der Lage ist, den Unterschied zwischen 
zwei massenbenachbarten Sonden aufzulosen und solange die Synthese 
30 prSparativ praktikabe! erscheint. Fur Sonden mit 10 Nucleobasen bekommt 
man ein Grundmasse im Bereich von 2600-2800 Da. Mit derzeit kauflichen 
Massenspektrometem ist der benutzbare Massenbereich mit ausreichender 
Massengenauigkeit untec 4000 Da. Dadurch konnen sieben Ensembles von 
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64 Sonden verwendet werden (insgesamt 448 Sonden). Ergebnisse. die mit 
dieser Ausfuhmngsform erhalten worden sind. sind in den Figuren 5 und 6 
dargestellt. 

5 Die Synthese von Peptiden auf einem automatisierten Synthesizer veriauft 
vom C-terminalen Ende zum N-terminalen Ende, die Synthese von Nuclein- 
sauren vom 3' zum 5'-Ende. Es besteht die Moglichkeit an einem oder an 
beiden Enden eine primare Aminofunktion anzubringen, urn dann durch eine 
Oder zwei Funktionaiisierungen die Massenverschiebung zu erreichen. Alter- 

10 nativ kann die Massenverschiebung einer Bibiiothek von kombinatorisch her- " 
gesteliten Sonden auch erreicht werden. indem vorgangig zum Einbau der 
kombinatorischen Bausteine einige Bausteine von definierter IVlasse (z.B. 
Aminosauren in eine kombinatorische Synthese von PNAs) angebracht wer- 
den. Die erste kombinatorische Synthese beginnt unmitteibar am Support. 

15 Fur die zweite kombinatorische Synthese werden zuerst z.B. zwei Valine ge- 
koppelL Valin hat eine Masse von 99 Da. Durch zwei Valine en-eicht man ei- 
ne Massenverschiebung der zweiten kombinatorischen Synthese von der er- 
sten urn 198 Da. Bei der dritten kombinatorischen Synthese werden zuerst 
vier Valine gekoppelt. wodurch die Masse dieses Ensembles 395 Da hoher 

20 ist usw. Bin allfSllig n6tig.es charge tag kann immer noch nachtraglich mit der 
oben beschriebenen Methode am N-tennihalen Ende angebracht werden. Ei- 
ne weitere MSglichkeit besteht darin, die charge tags zuerst an die Festphase 
zu koppein und anschljeBend mit der kombinatorischen Synthese fortzufah- 
ren. 

25 

Eine weitere Variante besteht darin. gleichzeitig mehrere fixe Ladungen der 
gleichen Polaritat anzubringen. Dadurch kann der Detektionsbereich vennin- 
dert werden. In einem Massenspektrometer wird ein Molekul mit zwei Ladun- 
gen bei der entsprechend halben Masse beobachtet. Dies kann einen Vorteil 
30 bringen, wenn die Auflosung des Massenspektrometers zu hoheren Massen 
hin stari< abnimmt. Oben ist beschrieben, wie man positive fixe Ladungen an 
einer Sonde festbringen kann. Negative fixe Ladungen konnen ahnliche 
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Vorteile bringen. Positive und negative fixe Ladungen lassen sicii mit ahnli- 
chen Methoden hefstellen. 

Fur die Lokalisierung, Anzalil und Kombinatorik der Ladungs-Tags gelten die 
5 im Zusammenhang mit den Massen-Tags gemachten Ausfuhaingen entspre- 
chend. So kann mittels charge lagging am 5'- Oder 3*- Terminus der Biblio- 
thek von Nucleinsaure-Sonden die Empfiridlichkeit der Analyse verbessert 
werden. Dies gilt insbesondere, wenn durch die Einfuhrung von Alkyiplios- 
phonatgmppen an den nicht randomisierten Positionen (vgl. unten) anson- 
10 sten Ladungsneutralitat liergestellt wird Durch das mit dem Charge Tagging 
zwangsiaufig verbundene Massen Tagging vi/ird zusatziich die Analyse der 
Fragmente aus der Spaltung an den Phosphorothioatgruppen erieichtert. 
Phosphoroselenoate konnen ebenfalls eingesetzt werden. urn eine bevor- 
zugte Spaltung an bestimmten Positionen zu erhalten. 

15 ... 

In einer weitereri beyorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 

Verfahrens sind die Sonden modifizierte Nucleinsauremolekule. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform handelt es sich bei diesen 
20 modifizierten Nucleinsauremotekulen um PNAs, alkylierte Phosphorothioat- 
nucleinsauren oder Alkylphosphonatniicleinsauren. 

In einer vi/eiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Sonden des er- 
findungsgemaBen Verfahrens durch kombinatorische Festphasensynthese 

25 hergestellt. Das erfolgt uber z.B. uber die ubiiche Boc-Festphasensynthese, 
die auch zur Synthase yon PNA-Reinsubstanzen komrnerziell angewandt 
wird. Dabei werden in ausgewahlten Positionen innerhalb einer sonst fest- 
gelegten Sequenz der Sonden-PNA alle vier, oder mehr als eine der Basen 
Adenin. Guanin. Cytosin oder Thymin. nebeneinander eingebaut. Dies erfolgt 

30 durch den Einsatz nipht nur eines. sondern mehrerer Synthesebausteine in 
einem Schritt in der Festphasensynthese. Durch Variationen in mehreren sol- 
chen Positionen entsteht eine PNA-Bibliothek. Im AnschluB an die PNA- 
Synthese kann ein charge tagging an der freien terminalen Aminofunktion 
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durchgefOhrt werden. Dies verbessert den dynamischen Bereich der PNA- 
Analyse mittels MALDI. 

In einer besonders bevorzugten AusfCihrungsform werden deshalb bei der 
5 Festphasensynthese die unterschiedliciien Basenbausteine derart markiert, 
daQ ihre Massen bzw. die Massen der aus ihnen synthetisierten Sonden im 
IVIassenspektrometer unterscheidbar sind. Diese Markierung wird so bewerkr 
stelligt, daB zur Base kon-espondierend am RQckrat eine unterscliiedliche 
Massenmodifikation eingefuhrt wird (Figur 7). Auf diese Art und Weise er- 
10 halten die synthetisierten Sonden Massen. die spezifisch fur ilire Sequenzen 
sind. Binden nun Sonden an eine auf dem MALDI-Target immobiiisierte Ziel- 
DNA, so eriauben die im MALDI-Experiment zuganglichen Masseninformatio- 
nen eindeutige Rucksblilusse auf die Sequenzen der jeweiis hybridisierten 
PNA-Sonden. 

15 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfulnrungsform des erfindungs- 
gema&en Verfahrens werden die Basenbausteine mit einer Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, eine verzweigte Oder unverzweigte AlkyI-. eine halogensubstituierte 
verzweigte oder unverzweigte AlkyI-. AlkoxyalkyI-. Alkylaryl-. ArylalkyI-. Al- 
20 koxyaryl- oder Aryloxyalkyl-Gruppe oder mit einer von deren deuterierten 
Oder sonstigen isotopen Varianten markiert. Da bei Venvendung nicht mas- 
senmodifizierter Bausteine die Molekulmasse allenfalls RQdcschlusse auf die 
Basenzusammensetzung, . nicht aber auf die Sequenz erlaubt, werden mas- 
sengelabelte Bausteine (d.h. am RQckgrat substituierte PNA Monomere) ver- 

25 wendet. die fur jede randomisierte Position innerhalb der PNA-Bibliothek cha- 
rakteristisch sind. Da auf diese Weise der Synthesebaustein einer bestimm- 
ten Base in der Position x eine andere Masse hat als in der Position y, wer- 
den auch unterschiedliche Sequenzen bei gleicher Bruttozusammensetzung 
der Basen uber die Molekulmasse unterscheidbar. Die jeweiligen Substitu- 

30 enten werden durch numerische Rechnung so ausgewahlt. dalJ jeder denkba- 
r n Sequenz aufgrund der beschriebenen Art der Bibliothekssynthese eine 
festgelegte Masse eineindeutig entspricht. 
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Di Synthese von Nucleinsaure-Sonden-Bibliotheken erfolgt am Synthesizer, 
indem an den zu randomisierenden Positionen Gemische verschiedener 
Nucleosidderivate (in der Regel Phosphoramidite) eingesetzt werden. Die 
sich daraus ergebenden Bibliotheken kSnnen ebenfalls als Sonden Im oben 
5 beschriebenen Verfahren eingesetzt werden. Zur Unterscheidung der ver- 
schiedenen Sequenzen innerhalb der Bibiiothek soil ein gezielter Bindungs- 
bruch Z.B. an festgelegten Phosphodiesterbindungen durchgefuhrt werden. 
die sich auf einer festgelegten Seite der randomisierten Positionen befinden. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien 
Verfahrens sind somit die Sonden mit mindestens einer Modifikation in einer 
definierten Position von randomisierten Nucleotiden entfemt versehen, die 
eine Spaltung der Sonde eriauben. 

■ IS In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei dieser 
Modifikation urn die EinfQhrong einer Phosphorothioatgruppe und/oder einer 
RNA-Base und/oder einer Phosphotriesterbindung. 

Enthait eine Sonde drei randomisierte Positionen, so sind mindestens zwei 
20 solcher BIndungsbruche erforderlich (Figur 10). Es ergeben sich dann drei 
Fragmente, die jeweils eine randomisierte Position enlhalten und damit auf- 
grund der sonst bekannten Zusammensetzung uber ihre Masse unmittelbar 
auf die variable Base! schlieUen lassen. Die Spaltung an den beschriebenen 
Bindungen kann unvollstSndig erfolgen. Dies eriaubt die Einbeziehung grfi- 

25 iierer Fragmente. urn die Sequenzinformation abzusichern oder bei Mehr- 
deutigkeiten zu konkretisieren. Der spezifische Bindungsbmch an den ran- 
domisierten Positionen wird durchgefuhrt, indem bereits bei der Synthese der 
Bibiiothek dort Phosphorothioatgruppen eingefuhrt werden. Diese konnen mit 
Hydroxyalkylhalogeniden zuerst hydroxyalkyliert und dann unter basischen 

30 Bedingungen selektiv gespalten werden. Altemativ konnen Proben so aufge- 
baut werden, daft neben einer randomisierten Position Uracil eingebaut wird. 
Mittels Uracil-DNA Glyposylase und nachfolgender alkalischer Behandlung 
kann das Ruckgrat dann an dieser Stelle gebrochen werden. 
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Die Matrix wird ubiicherweise so gewahit, daB sie bei der gewahlten Laser- 
wellenlange einen hohen Extinktionskoeffizienten sowie eine gute Unterstut- 
zung der Ladungsbildung aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfuh- 

5 rungsfonm des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht die Matrix, die die 
Desorption der Sonden durch den Laserstrahl unterstutzt, aus einer Ldsung 
aus a-Cyano-4-'hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaltnis 1:9 bis- 9:1. vor- 
zugsweise im Verhaltnis 1:1. oder einem Gemisch aus a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder Sina- 

10 pinsaure oder deren Methylderivate im Verlialtnis 1:9 bis 9:1, vorzugsweise 
im Verhaltnis 1:1. 

In einer ahderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht die Matrix aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder einem 

15 Gemisch aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4- 
melhoxyzimtsaure oder a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure oder Sinapinsaure oder 
deren Methylderivate im Verhaltnis 1:99 bis 99:1, vorzugsweise im Verhaltnis 
1:1, die als Ldsung in Aceton, Isopropanol, Acetonitril, Ethanol, Methanol 
Oder Wasser oder in einem Gemisch aus zweien oder mehreren dieser L6- 

20 sungsmittel auf den MALDI-Probentrager aufgebracht wird. 

Das oben beschriebene Prinzip des Massentaggings fur bestimmte Bausteine 
in festgelegten Positionen kann fur verschiedene Teilbibliotheken angewen- 
25 det werden, die dann wiederum zu einer groBeren Bibliothek vereinigt werden 
konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden deshalb die Sonden 
als Teilbibliotheken hergestellt. die mit unterschiedlichen Massen- und/oder 
30 Ladungs-Tags versehen sind. Um von einer bestimmten analysierten Masse 
auf eine bestimmte Teilbibliothek ruckschlieBen zu konnen, mussen auch 
diese Teilbibliotheken in ihrer Synthese massengelabelt werden. Dies erfolgt 
zw ckmaBig uber naturliche Aminosauren. die sich leicht in einer Festpha- 
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sensynthese an die PNA Bibliothek binden lassen. Durch das Massenlabein 
verschiedener Teilbibliotheken laRt sich der Massenbereich. der fur die Ana- 
lyse der Gesamtbibliothek zur Verfugung steht, betrachtlich aufweiten. 

5 Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit, der die Sonden 
und/oder einen Probentrager. gegebenenfalls mit den gebundenen Nuclein- 
sauremolekulen, erithalt. Der Proteintrager ist, wie vorstehend, dargelegt. 
oberfiachenvorbehandelt und eriaubt so die Bindung der Nucleinsauren. Vor- 
zugsweise erfolgt die Vorbehandlung auf cliemischem Wege. 

10 

In dieser Anmeldung ist eine Anzahl von Publikationen genannt, die iiiermit 
per Referenz in die Anmeldung inkorporiert sind. 

Die Figuren zeigen: 

15 

Fiour 1 

Schema des Fingerprintings mit massenspektrometrischer Abtastung. 
1) Kombinatorisch hergestellte Bibliothek von massenunterscheidbaren Son- 
den. 2) Die Biblidthek wird an eine Ziel-DNA, die auf einem MALDI target im- 
20 mobilisiert ist, hybridisiert. Nur Sonden mit komplementaren Sequenzen zu 
Sequenzen in der Ziel-DNA setzen sich an der Ziel-DNA fest. Nach intensi- 
vem Waschen wird eine MALDI-Matrix aufgebracht. 3) Mit einer Massenana- 
tyse werden die hybridisierten Sonden identifiziert. 

25 Fiour 2 

Schematische Darstellung der Beschichtung eines MALDI-Targets und Im- 
mobilisierung eines Arrays von Ziel-DNAs. Der bifunktionale Linker wird bei 
nicht kovalenter Immobilisierung weggelassen. 

30 Fiqur 3 

N-terminales Massen/charge Tagging. 

Am 5' einer Nucleinsaure Oder einer modifizierten Version einer Nucleinsaure 
Oder am N-terminalen Ende einer PNA kann ein charge tag eingefuhrt wer- 
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den. Das charge tag tragt eine N-Hydroxyrsuccinimidester Funktion und eine 
quartemare Ammoniumgmppe. Diese zwei Funktionalisieaingen sind durch 
eine Gnjppe Ri getrennt. Ri dient der Massenvariation der charge tags (die 
Kopplung der charge tags wird bei leicht basischem pH (8.5) in waBriger Lo- 
5 sung auf Eis durchgefuhrt. Die Reaktion lauft in 30 Minuten volistandig ab). 

Fiaur 4 

1:1 Mischung von unmodifizierter PNA und charge tag PNA. 
Eine charge tag und unmodifizierte PNA sind in einem 1:1 Gemisch mit einer 
10 a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester Matrix analysiert worden. Die unter- 
schiedliche Empfindlichkeit ist offensichtlich. Die um eine Base verkurzte. ge- 
chargetagte Fehlersequenz (1983 Da) ergibt ein wesentlich starkeres Signal 
als die unmodifiaerte Sequenz (2074 Da). 

IS FiQur 5 

Massenverteilung einer 1 0-mer PNA Bibliothek. 

Zwei Positionen in der Sequenz sind mit degenerierten Basen (TCGA) syn- 
thetisiert. Die Sequenz ist NTTGTTTTCN. Dadurch ergeben sich 9 massen- 
unterscheidbare PNAs. In der PNA Bibliothek Ist CC = 2810 Da. CT = TC = 

20 2825 Da, CA = AC = 2834 Da. TT = 2840 Da, T A = AT = 2849 Da nicht un- 
terscheidbar von CG = GC = 2850 Da, AA = 2858 Da. TG = GT = 2865 Da. 
AG = GA = 2874 Da und GG = 2890 Da. Durchwegs wird isotope Aufldsung 
beobachtet. Die ganze PNA Bibliothek ist in einer Eintopfreaktion mit einem 
charge tag versehen worden. Die MALDI Analyse wurde in einem 1:1 Matrix- 

25 gemisch von a-Cyano-4-methoxyzimtsaure und a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester durchgefuhrt. 

Fiqur 6 

Massen/charge tagging. 
30 Eine 10-mer PNA Bibliothek mit 2 degeneriert synthetisierten Positionen sind 
mit einem Massen/charge tag gelabelt worden. Die Sequenz ist 
NTTGTTTTCN. Gezeigt ist ein Gemisch von Ausgangsmaterial und gelabel- 
ter PNA Bibliothek in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Matrix. Der Vorteil 
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des Anbringens eines Fixladungstragers an die Bibliothek ist offensichtlich. 
Die Signale von der charge getagten Bibliothek sind bei gieicher Konzentrati- 
on detektierbar. wahrend die unmodifizierte PNAs nicht zu detektieren sind. 
Die um eine Base verkQrzte Fehlersequenz ist zu erkennen. 

5 

Fiqur 7 

Prinzip der Synthese von PNA-Bibliotheken unter Venwendung parallel 
durchgefQhrter massengelabelter Synthesen sowie massengelabelten Bau- 
steinen L(randomisierte Position). In den randomisierten Positionen werden 
10 verschiedene Basen mit jeweils verschiedenen Substituenten am PNA- 
RQckgrat (als Massentags) verwendet. Die Masse des jeweiligen PNA- 
Molekuls ist eindeutig dessen Sequenz zugeordnet. 

Fiour 8 

15 Berechnetes MALDI-Massenspektrum einer PNA-Bibliothek. 

Zwel verschiedene Festphasensynthesen (eine davon massengelabelt) mit je 
32 verschiedenen Sequenzen ergeben 64 verschiedene Massenpeaks, von 
denen jeder zu einer spezifische Sequenz aus einer PNA-Bibliothek mit 3 va- 
riablen Positionen mit vier Basen Oewells A. C, G und T eingesetzt) zugeord- 

20 net ist. Der Rechnung liegen die in Tabelle 1 aufgefiihrten Substituenten zu- 
grunde. Fur die Berechung wurde das Computerprogramm MASP (© Dr. 
Christoph Steinbeck) verwendet. 

Fiqur 9 

25 MSgliche PNA-Synthesebausteine fur die kombinatorische Boc- 
Festphasensynthese. wie sie auch fur die Synthese. massenunterscheidbarer 
PNA-Bibliotheken verwendet werden. Es sind die in Tabelle 1 aufgefuhrten 
massengelabelten Bausteine dargestellt. 



30 Fiour 10 

Sequenzanalyse von Sonden durch spezifische Bindungsbruche. 

Die verschiedenen Sequenzen einer Bibliothek von DNA-Sonden konnen 

massenspektrometrisch auch durch spezifische Bindungbruche an den ran- 
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domisierten Positioner! (N = A. G, C Oder T) identifiziert werden. Bereits wah- 
rend.der Festphasensynthese wird an diesen Positionen eine Phospho- 
rothioatfunktion eingefuhrt, an der die DNA spezifiscli gespaiten werden l<ann 
(z.B. mit lodoethanol). Dies ist schematisch, ohne Berucksichtigung der ge- 

5 nauen chemischen Beschaffenheit der Fragmente, dargestellt. Die Masse der 
Fragmente eriaubt, da die Sequenz zum groBen Teil bekannt ist, die eindeu- 
tige Bestimmung der Gesamtsequenz, ohne daB eine vollstandige Sequen- 
zierung erfoigen mulite. Der Substituent R1 bezeichnet eine beliebige weite- 
re DNA-Sequenz, R2 eine weitere beliebige Sequenz oder -H. R3 bezeichnet 

10 -OH (Phosphodiester) oder AikyI- (Alkyiphosphonat). 

FiQur 1 1 

"Charge tagged" PNA Sonden Gemisch CCXCAGCG (X= A, G, C. T) hy- 
bridisiert an eine Ziel-DNA immobiiisiert auf Eupergit. CCCCAGCC ist die 
15 komplementare Sequenz.. Das untere Spektrum zeigt das Ausgangsgemisch, 
das obere Spektrum eine deutlich bevorzugte Hybridisierung der komple- 
mentaren CCCCAGCC Sequenz. 

Fiour 12 

20 Zur auf dem MALDl-Probentrager immobilisierten Zlel-DNA komplementare 
"charge tagged" CCTCAGCC, detektiert nach Aufbringen der 4-Hydroxy-a- 
cyanozimtsiure-Matrix ohne Bewegung des Probentragers wShrend der 
Messung. 

25 Die Beispiele erISutern die Erfindung. 

Beisoiel 1: Darstellung des gesamten erfindungsgemaBen Verfahrens 
Ein MALDI Target wird mit einer Substanz beschichtet. die eine immobilisie- 
mng eines chemisch modifizierten PGR Produktes eriaubt (z.B. eine NH2 
30 funktionalisierte Oberflache). Ein Array von Ziel-DNAs wird auf diese Ober- 
fiache ubertragen und gebunden. Das Array wird mit einer Bibliothek von 
Sonden, die in beschriebener Weise hergestellt viAjrde, hybridisiert. Komple- 
mentare Bestandteile der Sondenbibliothek binden an die entsprechenden 
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Ziel-DNAs. AnschlieBend wird grundlich gewaschen, urn nicht gebundene 
Sonden zu entfemen. Die Matrix wird aufgebracht und das MALDI Target ins 
Massenspektrometer ubertragen. Jeder Punkt. wo sich eine Ziel-DNA befin- 
det wird mit dem Laser arigesteuert und eine Massenanalyse der Sonden. die 
5 sich an diese Ziel-DNA gebunden haben, durclngefuhrt. 

Beisoie! 2: Analyse einer mit Charge Tags versehenen PNA-Bibliothek 

Eine Bibliothek von PNAs wird in einer Synthese, wie sie hier beschrieben ist, 

mit Charge Tags versehen. Die Bibliothek von PNAs vwrd in 50 % Acetonitril 

10 gelost und verdunnt. Die MALDI Matrix (in diesem Fall eine 1:1 Mischung von 
a-Cyano-4-methoxyzimtsaure und a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester in 
Aceton) wird auf das MALDI Target gegeben. Das Losungsmittel verdunstet 
unmittelbar. Danach wird 0.5 ml der CT-PNA Losung auf auf die getrocknete 
Matrix gegeben. Nach dem Verdunsten dieses Losungsmittels wird das 

15 MALDI Target ins Massenspektrometer uberfuhrt und die Sonde analysiert. 
Das Resultat ist in Figur 5 gezeigt. 

Beisoiel 3: Analyse eines AnBys von Ziel-DNAs durch CT-PNAs 

Bne Bibliothek von CT-PNAs. die auf die beschriebene Weise kombinato- 

20 risch hergestellt wurde. wird an ein Array von Ziel-DNAs. das auf einem 
MALDI Target immobillsiert ist. hybridisiert. Diejenigen Sonden. die eine 
komplementare Sequenz in einer Ziel-DNA finden. werden gebunden. Da- 
nach wird das MALDI Target gewaschen. urn alle Qbrigen Bestandteile der 
Bibliothek zu entfemen. Die Matrix wird auf das MALDI Target gegeben und 

25 das Target zur Analyse ins Massenspektrometer uberfuhrt (Figur 1). Eine un- 
bekannte Ziel-DNA wird durch die hybridisierten Sonden charakterisiert Ahn- 
lichkeiten zwischen verschiedenen Ziel-DNAs zeichnen sich dadurch aus. 
dad die gleichen Sonden an sie binden. 

30 Beisoiel 4: Analyse eines Arrays von Ziel-DNAs durch Sonden 

Sonden werden indiyiduell hergestellt und anschlieftend zu einer Bibliothek 
vereinigt Wesentlich.ist. dad keine Masse von zwei verschiedenen Sonden 
belegt wird. Diese Bibliothek von Sonden wird zur Hybridisierung an ein Array 
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von immobilisierten Ziel-DNAs vew ndet. Die nicht gebundenen Sonden 
werden abgewaschen. Di Matrix wird aufgetragen und die gebundenen 
Sonden im Massenspektrometer analysiert. 

5 Beisoiel 5: Herstellung von Teilbibliotheken und MALDI-Analyse 

Ein bevorzugtes Beispiel fur eine PNA-Bibliothek mit eindeutiger Beziehung 
der Masse zur Sequenz zeigen Figur 8 und Tabelle 1. In einer sonst beliebi- 
gen PNA sollen drei Positionen in der kombinatorischen Festphasensyntliese 
variiert werden. Dies entspricht bei 4 verschiedenen Basen 64 moglichen 

10 Verbindungen. Im vorliegenden Beispiel werden zwei getrennte Synthesen 
mit den in Tabelle 1 gegebenen Bausteinen durchgefuhrt. Synthese 2 wird 
zusatzlich durch das Anbringen von zwei Valin-Einheiten massengelabelt. 
Jede Teilsynthese liefert 32 Verbindungen. die alle uber ihre Masse unter- 
scheidbar sind. Beide Teilbibliotheken konnen nun zur Bibliothek mit 64 ver- 

15 schiedenen Sequenzen mit jeweils spezifischer Masse vereinigt werden. 
Das berechnete MALDl-Massenspektrum fur diese Bibliothek zeigt Figur 8. 
Die 64 Peaks uberlappen nicht. jeder entspricht einer spezifischen Sequenz 
aus einer PNA-Bibliothek mit drei randomisierten Basenpositionen (ie 4 Ba- 
sen). 

20 

Beisoiel 6: Behandlung der Oberfliche des MALDI-Probentr§gers 
In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird die Oberflache des 
MALDI-Probentragers zunSchst mit Silikat beschichtet und anschlieBend 
mitlels Silanisierung Epoxy-funktionalisiert. Altemativ kann auch ein Epoxy- 

25 funktionalisiertes Acrylpolymer auf die MetalloberflSche aufgebracht werden. 
Die Ziel-DNA wird Ober die Epoxyfunktionen kovalent an die Oberflache ge- 
bunden. In einer besonders bevorzugten Variante wird die zu immobllisieren- 
de DNA zuvor mit einer pimaren Aminofunktion versehen. Die nicht umge- 
setzten Expoxyfunktionen werden nachfolgend mit einem OberschuB eines 

30 Amins desaktiviert und das Verfahren nachfolgend entsprechend Beispiel 4 
weitergefuhrt. 
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BeisDiel 7: Aufbau einer Sondenbibliothek mit 448 Sonden. 

7 Synthesen werden nach der im letzten Beispiel beschriebenen Methode 

durchgefOhrt und anschlieliend die Massen/charge tags gekoppelt. 

^ Massenbereich 
1 . 64 Sonden: charge tag-TCPiGAPaGAPaG 2600-2800 Da 

2. 64 Sonden: charge tag+200 Da mass tag- TCPiAGPiGAPjG 2800-3000 Da 
3. 64 Sonden: charge tag+400 Da mass tag- TCP1AGP2AGP3G 3000-3200 Da 
4. 64 Sonden: charge tag+600 Da mass tag- TCP1AAP2AGP3G 3200-3400 Da 

10 5. 64 Sonden: charge tag+800 Da mass tag- TCP1AAP2GAP3G 3400-3600 Da 
6. 64 Sonden: charge tag+1000 Da mass tag- TCPiGAPjGAPsG 3600-3800 Da 
7. 64 Sonden: chaige tag+1200 Da mass tag- TCPiGAPjAGPsG 3800-4000 Da 

In der vorgenannten Synthese-Serie stellt die sechste Synthese eine interne 
15 Kontroile dar. Altemativ kann auch foigende Synthese durchgefuhrt werden: 
6. 64 Sonden: charge tag+ 1000 Da mass tag^TCPiGGPjGAPaG 3600-3800 Da. 

BeisDiel 8: Kovalente Immobilisiemng einer Ziel-DNA auf einer Metalloberfla- 
che. 

20 1 . Beschichtung der Metalloberfiache mit Silikat und Silanen: 
Variante A: 

50 mg Natriumtrisilikat (Aldrich) werden in 600 Wasser unter Erwannnen 
und Mischen gelost und tropfenweise mit 100 nL Methanol versetzt. Die L6- 
sung darf sich beim Steheniassen innerhalb von 15 min nicht truben. Auf die 

25 vorgereinigte Platte wird eine gleichmaliige Schicht dieser Losung mit einem 
weichen Tuch aufgetragen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Platte 
wird 15 min bei 50X welter getrocknet und in Methanol gewaschen. Dann 
wird nochmals 15 min . auf 50'C erwarmt und unpolymerisiertes Silikat mit 
Wasser abgewaschen. Die "verglaste" Metallplatte wird 20 min mit einer L6- 

30 sung von 3-(Aminopropyl)-triethoxysilan (2% in Aceton:Wasser / 95:5) be- 
handelt. mit Methanol gev>raschen und bei 50'C getrocknet. 
Variante B: (bevorzugte Variante) 

Der Silikatlosung wie unter A) beschrieben werden 5% 3-(Aminopropyl)- 
triethoxysilan zugesetzt und mit einem weichen Tuch eine gleichmSBige 
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Schicht auf die Metallplatte aufgebracht. Nach dem Trocknen bei Raumtem- 
peratur wird die Oberfladne fur 30 s den Dampfen konz. Salzsaure ausge- 
setzt. worauf sie sidi milchig trubt. Die i=>latte wird 15 min bei 50'C getrock- 
net mit Methanol und Wasser gewaschen und nachfolgend emeut getrock- 
5 net. 

Variante C: 

Die vorgereinigte Metallplatte wird in einer Losung von 3-(Aminopropyl)- 
triethoxysilan (2% in Aceton:Wasser / 95:5) 30 min silanisiert. Die Platte wird 
getrocknet, mit Methanol gewaschen, auf 50X 15 min erwarmt und mit Was- 
10 ser gewaschen. 
Variante D: 

Analog zu den Varianten A, B und C ist die Funktionalisierung mit Thiolen 
durch Verwendung von 3-{Mercaptopropyi)-triethoxysilan moglich. 

15 2. Vorbehandlung eines metallischen Tragers mit Epoxysilanen: 

Ein metallischer Probentrager wird wie oben beschrieben mit Silikat be- 
schichtet. Die Oberflache wird mehrfach mit bidestilliertem Wasser gewa- 
schen. Der getrocknete Probentrager wird mit einem 1:1-Gemisch aus 3- 
Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan und Trimethoxy[2-(7-oxablcyclo[4.1.0lhept- 

20 3-yl)ethyllsilan (O.S^I/mm^) beschichtet und auf der Heizplatte 40 min. inku- 
biert. Die Plates werden grundlich mit Aceton gewaschen, 15 min. bei 55 
getrocknet und um Vakuum aufbewahrt. 

3. Funktionalisierung von DNA mit einem Linker: 
25 Variante A: 

Mit einer Phosphorothipat-Brucke synthetisierte DNA wird mit einem Ober- 
schuB SIAB (4-(lodacetamido)-benzoesaure N-hydroxysuccinimidylester. 
Pierce Chemical. Rockford, IL, USA) in DMF funktionalisiert. Das Losemittel 
wird im Vakuum abgedampft, der gelbliche Ruckstand mehrfach mit Essig- 
30 saureethylester gewaschen und anschlieftend getrocknet. Unter diesen Be- 
dingungen reagiert ausschlieBlich die lodacetamido-Funktion. Der N- 
Hydroxy-succinimidester bleibt fur die Weiterreaktion mit Aminofunktionen im 
Zuge der Immobilisierung erhalten. 
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Variante B: 

Das aminofunktionalisierte Oligonucleotid wird mit einem OberschuB SIAB in 
wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Aufreinigung erfolgt 
wie unter A). Unter diesen Bedingungen reagiert SIAB zu ca. 50% mit seiner 
5 iodoacetamido- und zu ca. 50% mit N-Hydroxy-succinimidester Funktlon. Die 
Immobilisierung kann dann umgekehrt an einer entsprechend 1.D behandel- 
ten Metallplatte erfolgen. . ' 

Variante C: 

Die Varianten A) und B) konnen auch analog mit Halogenalkylcarbonsaure- 
10 NHS-Estem durchgefuhrt werden. Es sind jedoch langere Reaktionszeiten 
und erhohte Temperaturen erforderlich. 

4. Bindung von.DNA an vorbehandelte Metallplatten: 
Variante A: 

15 Die funktionalisierte DNA wird in einer gesattigten Losung von Natriumacetat 
in wasserfreiem DMSO gelost und auf die beschichtete Metallplatte aufge- 
bracht. Nach 30 min Reaktionszeit wird das verbliebene LSsemittel entfemt 
und die Metallplatte zuerst mit 1 M Ammoniumchloridldsung und dann mit bi- 
destilliertem Wasser derart gewaschen, dali eine gegenseitige Kontamination 

20 der benachbarten Spots vemiieden wird. Dieser Vorgang wird dreimal wie- 
derholt. Dann wird mit viel bidestilliertem Wasser nachgespult und die Me- 
tallplatte bis zur anschlieBenden Hybridisieaing im Vakuum aufbewahrt. 
Variante B: 

Analog zu A) ist auch die nicht kovalente Immobilisierung mit unmodifizierter 
25 DNA moglich. In diesem Fall wird im Waschprozeft auf die 1 M Ammonium- 
chloridldsung verzichtet. 
Variante C: 

Die Immobilisierung von Ziel-DNA auf MALDl-Targets kann auch folgender- 
maRen durchgefuhrt werden. Die Amino-funktionalisierte DNA (1,5 nmol) wird 
30 in Immobilisierungspuffer (1M K2HPO4/KH2PO4 pH 7.5) aufgenommen. Die 
durch Silanisierung funktionalisierten Oberflachen werden mit dieser Losung 
uberschichtet und 16-20 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Plates 
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werden anschlieBend mehrfach mit dem Hybridisationspuffer gewaschen und 

getrocknet. 

Variante D: 

Die Immobilisierung von Ziel-DNA an einer Epoxyfunktionalisierten Festpha- 
5 se kann wie folgt durchgefuhrt werden. 10 mg Support (Eupergit C250 L. 
R6hm Pharma Polymere) werden in 1 ml Immobilisierungspuffer (1M 
K2HPO4/KH2PO4 H 7.5) suspendiert. 1,5 nmol der zu immobilisierenden Ziei- . 
DNA werden zugesetzt und 24 h bei Raumtemperature unter sanftem SchQt- 
teln inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen und die nicht umgesetzten 
10 Epoxyfunktionen durch Behandlung mit 1 M Glycinl6sung bei Raumtermpe- 
ratur 24 h desaktiviert. Der Uberstand wird abgenommen, der Support mehr- 
fach gewaschen. Die immobiiisierte DNA kann so bei -20 "C uber langere 
Zeit aufbewahrt werden. 

15 5. Hybridlsierung und Probenaufbereitung: 

Die Hybridisierung an die immobiiisierte Ziel-DNA mit PNA-Sonden (oder 
Nucleinsaure-Sonden) erfolgt in PBS-Puffer bei einer den jeweiligen Sonden 
angepaBten Temperatur, Das Target wird mehrfach zuerst mit PBS-Puffer. 
dann mit bidestilliertem Wasser nachgewaschen. Die Metallplatte wird im Va- 

20 kuum getrocknet und anschlieBend mit der MALDI-Matrix (a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsaure. 1% in Aceton; oder analog der entsprechende Methylester 
fur das Verfahren mit "charge tagged" PNAs/NucleinsaUren, oder als bevor- 
zugte Variante ein 1:1 Gemisch des a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylesters mit a-Cyano-4-methoxyzimts§ure fur die 

25 "charge tagged" PNAs) getrennt fur jeden Spot beschichtet. Alternativ kann 
auch eine flachige Beschichtung mit einem Matrix-Spray durchgefuhrt wer- 
den. Durch den schnellen TrocknungsprozeB wird eine Diffusion innerhalb 
des Arrays vermieden. 

30 5. Bevorzugte Variante 

In der bevorzugten Variante erfolgt die Bindung einer mit einer Phospho- 
rothioat-Brucke synthetisierten und mit SIAB nach 2.A funktionalisierten DNA 
an eine nach 1.B hergestellten Oberflache auf einer Metallplatte durch Reak- 
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tion in wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur (30 min). Nach der Hybridi- 
sierung mit der charg getaggten Sonden-PNA/DNA wird das MALDl-Target 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen, getrocknet und flSchig getrennt fOr je- 
den Spot mit einem Gemisch aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsauremethylester 
5 und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure (wie unter 4.) beschichtet. 

6. Proteinbeschichtung: 

Eine weitere Variante besteht darin die Metalloberflskche das MALDI Targets 
mit Protein zu beschichten. Gene32, ein Protein das sequenzunspezifisch 

10 einzelstrSngige DNA bindet. ist dazu geeignet. Nach der Beschichtung des 
Targets mit diesem Protein kann ein Array von Ziel-DNAs daraufgelegt wer- 
den. Wenn das Array der Ziel-DNAs aus cDNA besteht. sind diese in der 
PGR mit oligo-dT (z.B. dl II II 1 1 II 1 1 I I) geprimt worden. Oligo-dT wech- 
setwirkt stark mit Gene32. Die kovalente Bindung des oligo-cjT zum gene32 

15 kann durch ein Photpcrqsslinking mit kurzem UV-Licht erreicht werden. • 
Nach dieser Immobilisierung auf dem MALDI Target kann eine Bibliothek von 
Sonden In deir beschriebenen Art zur Analyse des An-ays von Ziel-DNAs ver- 
wendet werden. Es bieten sich auch sequenzspezifische Protein/DNA- 
Wechselwirkungen an, wie z.B. GCN4/AP1. 

20 

Eine weitere Variante ist eine biotinylierte Ziel-DNA an ein mit Streptavidin 
beschichtetes magnetic bead zu binden. Diese Ziel-DNA wird mit einer Son- 
denbibiiothek analysiert und anschlieRend die magnetischen Teilchen auf 
das MALDI Target ubertragen. wo die Sonden durch die Matrix und leichtes 
25 Aufheizen auf die Matrix ubertragen werden. 
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Base 


Position 1 


Position 2 


Position 3 


A 


H 


/Pr 


H 


T 


H 


Me 


/PrOCHj 


C 


H 


H 


/PrOCHj * 


G 


H 


/Bu 


H* 



Tabelle 1: An den PNA-Untereinlieiten angebrachte Substituenten zur Her- 



stellung einer massengelabelten Bibliothei< mit eindeutiger Massen/Sequenz 
Beziehung. * : Zweite Synthase, mit 2 Valln-Einheiten massengelabelt: Die 
5 entsprechenden Synthesebausteine zeigt Fig. 9. 
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Patentanspruiche ■ 

1. Verfahren zum Nachweis einer Nucleotidsequenz in einem Nucleinsau- 
remolekul, das die folgenden Schritte umfa&t: 
5 (a) Hybridisieaing von Nucleinsauremolekulen mit einem Satz von 

Sonden unterschiedlicher Nucleobasensequenzen. wobei jede 
Sonde eine von alien anderen Sonden verschiedene Masse auf- 
weist; 

(b) Abtrennung der nidit hybridisierten Sonden; 
10 (c) Kontaktierung der hybridisierten Sonden mit einer Matrix, welche 

die Desorption der Sonden durch einen Laserstrahl unterstutzt; 
(d) Analyse der hybridisierten und von der Matrix umgebenen Sonden 
auf einem aus elektrisch leitfahigem- Material bestehenden Pro- 
bentrager in einem Massenspektrometer; und 
15 (e) Bestimmung der Nucleinsauremolekule. welche die Sequenz auf- 

weisen, 

wobei die Positionen der Sonden auf dem ProbentrSger eine Zuordnung 
zu dem damit hybridisierenden Nucleinsiuremolekul eriaubt. 

20 2. Verfahren nach Anspmch 1. wobei die Nucleinsauremolekule vor oder 
nach Schritt (a) auf die Oberfiache eines TrSgers ubertragen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. wobei die OberflSche des Tragers die 
Oberfiache des aus elektrisch leitfahigem Material bestehenden Pro- 
25 bentragers ist. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei vor Schritt (c) der Trager mit den an 
seiner Oberflache aufgebrachten Nucleinsauremolekulen, die die hybri- 
disierten Sonden tragen, auf den aus leitfahigem Material bestehenden 
Probentrager aufgebracht wird. 



4. 



30 



5. Verfahren nach Anspruch 2. wobei die hybridisierten Sonden vor dem. 
nach dem oder durch den Kontakt mit der Matrix in Schritt (c) von den 
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immobilisierten Nucleinsauremolekulen abgelost und auf den aus leitfa- 
higem Material bestehenden Probentrager aufgebracht werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei der Probentrager 
5 eine metallische, eine mit Glas beschichtete oder eine chemisch modifi- 

zierte Oberflache aufweist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6. wobei die Immobilisierung 
der Nucleinsauremolekule an der Probentrageroberflache uber eine 

10 NH2- Epoxy- Oder SH-Funktion. vemnittels der Beschichtung der Pro- 

bentrageroberflache mit einem Silikat oder Silan. uber eine Protein- 
Substrat-. Protein-Protein- oder eine Protein-Nucleinsaure-lnteraktion, 
Oder uber eine Wechselwirkung zweier hydrophober Komponenten er- 
folgt. 

15 

8. Verfahren nach Anspmch 7, wobei die Protein-Substrat-lnteraktion eine 
Biotin-Streptavidinbindung oder eine Antikorper-Antigenbindung ist. 

9. Verfahren nach Anspmch 7, wobei die Protein-Nucleinsaureinteraktion 
20 eine Gene32-Nucleinsaurebindung ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die Sonden 
Nucleinsauren sind,. die mit einem Massen-Tag versehen sind. 

25 11. Verfahren nach Anspruch 10. wobei der Massen-Tag zugleich Ladungs- 
Tagist. 

12. Verfahren nach Anspruch 10. wobei die Nucleinsauren zusatzlich mit 
einem Ladungs-Tag versehen sind, 

30 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei die Sonden modi- 
fizierte Nucleinsauremolekule sind. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die modifizierten Nucleinsauremo- 
lekule PNAs, alkylierte Phosphorothioatnucleinsauren oder Alkylphos- 
phonatnucleinsauren sind. 

5 15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Sonden durch 
kombinatorische Festphasen-Synthese hergestellt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei unterschiedliche Basenbausteine 
derart markiert sind, daft die aus ihnen synthetisierten Sonden jeweils 

10 uber ihre Massen im Massenspektrometer unterscheidbar sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16. wobei die Markierung eine Methyl-. Ethyl-. 
Propyl-, eine verzweigte oder unverzweigte AlkyI-. eine halogensubsti- 
tuierte verzweigte oder unverzweigte AlkyI-. Alkoxyalkyl-. AlkylaryK 

15 Arylalkyl-, Alkoxyaryl- oder Aryloxyalkylgruppe ist, oder eine von deren 

deuterierten oder sonstigen isotopen Varianten.. 

18. Verfahren nach einem der AnsprQche 14 bis 17, wobei die Sonden mit 
mindestens einer Modifikation in einer definierten Position von randomi- 

20 sierten Nucleotiden entfemt versehen sind. die eine Spaltung der Sonde 

eriaubt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Modifikation die Einfuhrung ei- 
ner Phosphorothioatgruppe und/oder einer RNA-Base und/oder einer 

25 Phosphotriesterbindung in die Sonde ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19. wobei die Matrix eine 
Losung aus a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in Aceton im Verhaltnis 1 :9 bis 
9:1. vorzugsweise im Verhaltnis 1:1. oder ein Gemisch aus a-Cyano-4- 

30. hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure oder 

Sinapinsaure oder deren Methylderivate im Verhaltnis 1:9 bis 9:1. vor- 
zugsweise im Verhaltnis 1:1, ist. 
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21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die Matrix a- 
Cyano-4-hydroxyzimtsaure Oder ein Gemisch aus a-Cyano-4- 
hydroxyzimtsauremethylester und a-Cyano-4-methoxyzimtsaure Oder 
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Oder SinapinsSure oder deren Methylde- 
5 rivate im Verhaltnis 1:99 bis 99:1. vorzugsweise im Verhaltnis 1:1 ist. 

die als Losung in Aceton, Isopropanol, Acetonitril, Ethanol. Methanol 
Oder Wasser oder in einem Gemisch aus zweien oder mehreren dieser 
Lfisungsmittel auf den MALDI-Probentrager aufgebracht wird. 

10 22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21, wobei die Sonden als 
Teilbibliotheken hergestellt werden. die mit unterschiedlichen Massen- 
und/oder Ladungs-Tags versehen sind. 

23. Kit enthaltend 

15 (a) einen Satz von Sonden wie definiert in einem der Anspruche 11 

bis 18 und/oder 

(b) einen Probentrager, der vorbehandelt ist und dadurch die Bindung 
eines An-ays von Ziel-DNAs eriaubt und/oder bereits gebundene 
Ziel-DNAs enthSlt. 
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1) Massenverteilung der Profaen 



PI 



P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS P9P10 P11P12 P13 P14 



2) Hybridisierung. . _ 




MALDI Target 



3) Massenverteilung hybridisierte Proben 



P2 



P6 P7 P9 



P14 



Fig. 1 
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Immobilisierung von DNA direkt auf dem MALDI-Target (Beispiel). 



"gebundene DNA 



bifuniaionaler Linker 



funkiionalisierte Schicht, 
hergestelli aus Silanen 



Glas/Silikatbcschichtung 
(optional) 




Fig. 2 
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Fig. 4 



wo 99/29898 PCT/EP98/0791 1 . 



5/12 



t 



I i 




Fig. 5 
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Fig. 6 
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Syniticsis t: 
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Syntiicsis Massiag I 
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Synthesis 2: 



RcstPNA, 



D D O 



N 
1 

H 




L(2) 



S>-itilicsis Massug 2 



UD 



I 

11 




..SyiiUicsis n: 



I 

designte PNA-Bibliothek , 
mit Seguenz-spezif ischeri 
Massen 



B = Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin oder Purin-oder Pyrimidinderivate oder deren 
Deazaanaloge 

L{n) sind verschiedene Sets von Substituenten, spezifisch ausgewahlt fiir jede 
Base, die in jedem Syntheseschritt eingesetzt wird, urn miniitiierte Peak-Uberlap- 
pungen in der MAIDI-MS zu erhalten 



Fig. 7 
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Fig. 8 
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